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Support particulaire greffe en surface, son procede de preparation et adsorbents pout chromatographie d'afftntte 
tncorporant ce support, ainsi que leur utilisation, notamment en bJoiogie. 

© Le support selon I'invention est essentiellement consti- 
tue de particules d'une mattere polymere de base aptes 8 
etrc utilises en chromatographie sur colonne et sur lesquel- 
les sont greffees. essentiellement en surface, des molecules 
d'au moins un monomere insature capable de former un 
copolymere avec la matiere de base et porteur d'au moins 
une fonction chimique capable de former, ulterieurement, 
dans des conditions non denaturantes, une liaison covalente 
avec le ligand utilise dans I'adsorption envisages la quantite 
de monomere greffe" possedEfrtt une fonction chimique 
accessible par unite de surface etant de 10 a 500 jig par cm 2 
de surface du support et !e rapport de la quantite de 
monomere greffe possedant une fonction chimique access- 
ible a la quantite totale de monomere greffe etant de 0 05 a 
0,5. 

Ce support peut etre utilise, apres fixation d'un ligand 
approprie, pour epurer le sang par chromatographie sur 
colonne, in-vitro ou ex-vivo. 
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Support particulaire g reffe en surface, son procgde 
de preparation et adsorbants pour chromatographie d'affi - 
nite incorporant ce support, ainsi.que leur utilisation , 
notamment en biologie ■ ' 
5 L 1 invention concerne un support pour adsorbants uti- 

lisables en chromatographie d'af finite, notamment dans le 
domaine de la biologie. 

Plus pr£cisement , 1* invention a pour objet un support 
particulaire , bbtenu S partir de particules d'une matiere 

10 polymere inerte, qui presente en surface des fonctions chimiques 
aptes a former des liaisons covalentes avec des ligands 
utilisables en chromatographie d'affinitg, notamment pour 
la separation ou l 1 elimination de substances biologiques. 
L 1 invention a §galement pour objet un procgde de 

15 preparation de ce support. 

L 1 invention a en outre pour objet les adsorbants pour 
chromatographie d'af finite obtenus par fixation covalente 
d'un ligand appropri§ sur ce support. 

Enfin, 1' invention a pour objet 1 1 utilisation de tels 

20 adsorbants, notamment pour la r§cup§ration ou 1 * §limination 
de substances biologiques, en particulier a partir du sang. 

L 1 utilisation de supports inertes porteurs d'§l&aents 
biofonctionnels fixes par des liaisons covalentes s'est 
g§n§ralisee et 6tendue S un grand nombre d 1 applications 

25 biologiques et biom§dicales . En particulier, on a d&jh pro- 
pose d'utiliser, en chromatographie d* affinity, en tant 
qu' adsorbants, des supports inertes porteurs de ligands ap- 
propri§s pour la purification de feubstrats biologiques ou 
1* extraction de substances biologiques int§ressantes a par- 

30 tir de substrats biologiques tels que notamment le sang. Le 
pouvoir separateur de I'adsorbant d§pend de la specif icit§ 
*3u ligand fixe sur le support vis-S-vis de la substance h 
Sliminer ou a extraire. II est a ce propos essentiel que 
les propri§t§s physico-chiniques et chimiques du support 

35 n'aient pas d'effet dgfavorable sur 1 1 interaction entre le 
ligand et la molecule a fixer. 
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Compte tenu de ces considerations, on a dej& cherch§ 
3 exploiter de trfes nombreux supports presentant des pro- 
prietes variees. 

Ainsi, il existe actuellement un grand nombre de sup- 
ports utilises en chromatographic d'affinite. La plupart - 
se presentent sous forme de gels qui different suivant la 
dimension des mailles et la composition chimique des chal- 
nes macromoleculaires qui les constituent { cellulose , dex- 
tran, agarose, polyacrylaroide, polystyrene, divinyl benzi- 
ne.. J. 

Par ailleurs, certains supports solides tels que bil- 
les de verre, cSramique, etc., retenant un ligand specif i- 
que, sont utilises dans le meme but en exploitant le 
ph£nomene d' absorption. 

Toutefois, aucun des supports proposes jusqu'S pre- 
sent ne s'est rSvSIS satisf aisant, en particulier pour for- 
mer des adsorbants utilisables en chromatographic d 1 affini- 
ty sur colonne . 

On a pu etablir que les dif ferents inoonvenients pr£sentes en 
chrcrnatographie d'af finite sur colonne par les supports de l*art antfi- 
rieur pouvaient etre diamines en ayant recours a un sucport particulaire 
(se presentant sous forme de poudre ou de billes selon la 
taille des particules) , presentant une bonne stability 
dimensionnelle tout en pos sedan t une bonne rSactivit§ 
chimique, pratiquement limitee a sa surface, vis-a-vis du 
ligand sp§cifique de la substance, notamment biologique, 
5 recuperer ou Sliminer. 

On connalt certes d§jS de nombreux supports qui, 
sous forme particulaire, presentent les proprietes raeca- 
niques requises. Cependant on n'avait pas jusqu'a pre- 
sent r§solu de fa^on satisf aisante le probleme de la fixa- 
tion du ligand choisi sur un tel support. 

L* invention apporte une solution satisf aisante 3 ce 
probleme en fournissant un support particulaire modifie, 
qui apres fixation covalente d'un ligand approprie, con- 
duit a l'obtention d*un adsorbant efficace et stable pour 
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chromatographie d'af finite sur colonne. 

Ce resultat est obtenu grace a la structure particu- 
liere de ce support dans.lequel les "greffons" sont repartis 
en surface et presentent une longueur determinee, de 
5 telle sorte qu'il peut fixer des molecules, notamment bio- 
logiques , par covalence, tout en conservant leur structure 
sinon native, du moins encore f onctionnelle , avec une 
accessibility de leurs fonctions chimiques reactives suf- 
* fisante pour reagir efficacement avec le compose a separer 
10 par chromatographie d'af finite sur colonne. 

Plus precis§ment, l 1 invention a pour objet un support 
particulaire pour la fabrication d'adsorbants pour chro- 
matographie d'af finite sur colonne, caracterise en ce qu'il 
est essentiellement constitue de particules d'une matiere 
15 polymere de base aptes S etre utilisees en chromatographie 
sur colonne et sur lesquelles sont greffees, essentielle- 
ment en surface, des molecules d* 1 au moins un monomfere in- 
sature capable de former un copolymere avec la matiere de 
base et porteur d'au moins une fonction chimique capable 
20 de former, ulterieurement , dans des conditions non d§natu- 
rantes , une liaison covalente avec le ligand utilise dans 
l 1 adsorption envisagee , la quantite de monomere greffe 
possedant une fonction chimique accessible par unite de surface (mono- 
mere dose par unite de surface) etant de 10 a 500 pg par an de sur- 
25 face du support et le rapport de la quantite de mo- 
nomere greffe possedant une fonction chimique accessible 
a la quantite totale de monomere greffe (monomere dose/ 
monomere pese) etant de 0,05 a 0,5. 

De preference , la quantite de monomere dose par unite 
30 de surface est de 30 a 350 pg par cm 2 et le rapport mono- 
mere dose/monomere pese est de 0 # 05 a 0 3. 

On entend ici par "particules d'une mati&re polymere 
de base aptes a etre utilisees. en chromatographie sur co- 
lorlne" des particules d'une mati&re presentant notamment 
35 et simultan§ment, a l'§tat de particules, les quality suivantes: 
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- tenue dimensionnelle sous pression, 

- resistance a l'ecrasement, 

- densite superieure a 1' unite, 

- inerties chimique et physico-chimique suffisantes 
5 dans les conditions d 'utilisation , 

- insolubilite dans la plupart des solvants , notam- 
ment.dans 1 1 eau et les. solutions aqueuse.^ , 

- taux de gonflement faible dans 1'eau et les solutions aqueuses. 
Parmi les matieres qui, a l'etat particulaire , repon- 

10 dent a cette definition on peut citer notamment : le chlo- 
rure de polyvinyle, le polystyrene, le poly-chloro-trif luo- 
roethylene, des polyamides et le polyethylene, et leurs 
copolymeres presentant les caracteristiques susindiquees. 
Suivant la taille de ces particules on parlera de 
15 "poudres ou microbilles " (taille inferieure a 1 mm) ou de 
"billes" (particules pratiquement spheriques ayant des 
diametres superieurs a 1 mm)* 

Le "greffage en surface" du monomere insature conduit 
a "1 • encapsulation" plus ou moins importante de la particu- 
20 le dans une couche de copolymere de la matiere de base et 
du ou des monomere(s) insature (s) greffe(s) , appeles ci- 
apres , pour simplif ier , "le monomere" . 

Le monomere greffe doit presenter outre une insatu- 
ration, par exemple une double liaison carbone-carbone* 
25 capable de former/ par greffage, un copolymere avec la 
matiere de base, au moins une fonction chimique capable 
de former ulterieurement une liaison covalente avec le 
ligand dont 1 1 utilisation est envisagee, et ceci dans des 
conditions non denaturantes pour le ligand, c'est-a-dire 
30 des conditions qui ne modifient pas de fagon importante 
1' aptitude du ligand une fois fixe a reagir de fa^on se- 
lective avec la substance a adsorber, 

Le monomere greffe comporte, en tant que fonction 

chimique repondant a cette definition, par exemple et de 
3 5 fagon preferee, au moms une fonction chimique choisie parmi : 
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- les fonctions acide carboxylique activables par les 
carbodiimides, 

- les fonctions amide activables par le glutaraldehyde, 

- les fonctions amine activables par le glutaraldehyde , 

- les fonctions aldehyde qu'il n'est pas necessaire 
d • activer , e t 

- les fonctions hydroxyle activables par le bromure 
de..qjanQgene. . 4l ,,. : . 

En tant .que monomeres insatures repondant a la defi- 
nition donnee ci dessus on peut citer : 

- 1' acide acrylique , 

- 1 1 acrylamide , 

- 1 1 allylamine , 

- 1 ' acroleine , 

- 1 'aery-late d 1 ethylene-glycol et 

- le methacrylate de dimethylaminoethyle . 

Les fonctions chimiques accessibles pour des reactions covalentes 
ulterieures du monomere greffe peuvent etre dosees chimiquement selon 
des methodes connues de l^homme du metier, eventuellement apres modifi- 
cation (hydrolyse des fonctions amide en fonctions acide par exemple). 

Le nombre de fonctions chimiques accessibles ainsi determine 
par dosage permet aisement de calculer, a partir du poids moleculaire 
du monomere greffe, et connaissant la surface de la matiere polymere 
de base, le poids de monomere greffe possedant une fonction chimique 
accessible (mcrrmsre dose) par vnite da surface du support avant greffege. 

La quantite to tale de monomere fixe (monomere pese) est la dif- 
ference entre le poids P 1 du support apres greff age et le poids P Q de 
la matiere polymere de base. * 

L' invention a egalement pour objet un procede pour la preparation 
du support particulaire selon 1' invention. Ce procede utilise, comme 
source d'energie, des rayonnements ionisants, en 1* absence de tout 
catalyseur chimique. 

Plus precisement, le procede selon 1' invention pour la prepara- 
tion d'un support particulaire greffe, defini precedemment , est caracte- 
rise en ce qu'il consiste essentiellement a effectuer le greff age radio- 
chimique, sur des particules d'une matiere polymere de base choisie, ^ 
ou des monomere Is) insature(s) choisi(s), en solution dans un solvant noi 
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agressif vis a vis des reactifs ou en l 1 absence de sol- 
vant . 

Selon ce procede, on a essentiellement recours a trois 
types de techniques de greffage radiochimiques connus , 3 
s avoir : 

- le greffage apres preirradiation en presence d'oxyg^ne, 

- le greffage apres preirradiation en absence d'oxy- 
gene , 

- le- greffage direct sous rayonnements • 

On rappellera brievement ci— apres le principe de 
chacune de ces trois techniques . 

1) Greffage apres preirradiation en presence d'oxy- 
gene (greffage sur polymeres peroxydes) : 

Cette methode consiste a peroxyder le polymere de 
base en l'irradiant en presence d*oxygene puis Sl effec- 
tuer le greffage dans une seconde etape au cours de la— 
quelle on decompose, notamment par la chaleur, les peroxy- 
des macromolSculaires formes, en presence du monomere S 
gref fer * 

2) Greffage apres preirradiation en absence d'oxygene ; 
Cette methode consiste Sl irradier, dans une premiere 

etape, un polymere Sl l'etat vitreux ou cristallisS. Les 
macroradicaux formes ont une mobilite tres reduite et cer- 
tains d'entre eux restent "pieges" sans se recombiner. 
Dans une seconde etape, on laisse diffuser le monom&re Sl 
greffer dans le polymere ainsi traite ; les macroradicaux 
formes precedemment amorcent la polymerisation- et on ob- 
tient un copolymere greff§. 

3) Greffage direct sous rayonnements : 
Cette methode consiste a utiliser directement les 
macroradicaux forfnes lors de la radiolyse du polymere de 
base pour amorcer la polymerisation du polymere 3 greffer 
present dans le milieu au moment de 1' irradiation. 

Dans tous les cas, les rayonnements- ionisants pro- 
viennent avantageusement d 1 acc§l§rateurs d' electrons ou de 
sources de cobalt 60. 
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Selon 1' invention, on a etabli que des rgsultats par- 
ticulierement satisf aisants sont obtenus lorsque le gref- 
fage est effectue : 

- sur des particules de polymere de base dont la tail 
le est situee dans la gamine d 'environ 10 3 environ 5 000 \i 

- dans un solvant tel que l'eau, 1' acetone ou I'etha- 
nol, purs ou en melange ; 

- a une concentration du monomere .dans le solvant de 
10 a 80 % en poids ; 

- pendant une duree de 1 a 6,5 heures ; 

- a une temp§rature situee dans la gamme allant de la 
temperature ambiante a la temperature d' ebullition du sol- 
vant utilise ; et 

- avec une dose d 1 irradiation comprise dans la gamme 
de 0,3 a 10 Mrad. 

Selon un mode pref§r§ de realisation, le proced§ se- 
lon 1' invention pour la preparation du support particulai- 
re greffe, d§fini pr§c§demment, est done caracterise en ce qu'i; 
consiste essentiellement a effectuer le greffage radio- 
chimique, sur des particules d'une matiere polyradre de 
base choisie dont la taille est situee dans la gamme d f en- 
viron 10 a environ 5 000 p, du monomSre insature choisi, 
en solution a une concentration de 10 § 80 % en poids, 
dans l'eau, 1 1 acetone ou l'ethanol, purs ou en melange, 
pendant une duree de 1 a 6,5 heures, a une temperature 
situee dans la gamme allant de la temperature ambiante 
3 la temperature d 1 Ebullition du solvant utilisg, avec 
une dose d 1 irradiation comprise dans la gamme" de 0,3 a 
10 Mrad. 
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Le support particulaire greffe en surface selon l f in- 
vention, obtenu comme il vient d'etre deer it; ou selon 
tout autre procedS, est stable et peut etre conserve tel 
quel* 

Ce support particulaire greffe est avantageusement 
utilise pour preparer des adsorbants pour chromatographic , 
notamrcent dans le domaine de la biologie. 

Dans ce domaine, depuis dejS un certain nombre d'an- 
nees, on .effectue des recherches intensives en vue de met- 
tre au point des dispositifs permettant d 1 extraire ou 
d'eliminer, de maniere sflre et efficace, differentes sub- 
stances S partir de matiSres biologiques, en particulier* 
a partir du sang . 

Pour ce faire, un des moyens les plus efficaces en- 
visages jusqu'a ce jour consiste £ adsorber la substance 
a extraire ou a Sliminer sur un adsorbant muni d'une sub- 
stance apte a rSagir de fagon specif ique avec ladite 
substance a extraire ou 3 Sliminer. 

Ainsi, on peut par exemple eliminer du sang, in vi- 
tro ou par circulation extracorporelle ex vivo, un anti- 
corps, un antigdne ou un subs tr at d' enzyme en faisant 
passer le sang & purifier sur un adsorbant muni respecti- 
vement de I'antigene, anticorps ou enzyme correspondant. 

Cette methode peut Sgalement etre utilis€e, notamment 
in vitro, pour recuperer a partir du sang des constituants 
biologiques recherches, notamment en therapeutique, tels 
qu'antigenes ou anticorps, 

Le support particulaire greffe en surface selon 1' in- 
vention convient particulierement bien & la preparation de 
tels adsorbants. 

En effet, un tel support pr§sente a sa surface un 
grand nombre de sites r§actifs vis-a-vis notamment des 
ligands de substance biologiques* Comme on peut, en fai- 
sant varier notamment la taille des particules, la nature 
du monomere greff§ et la longueur des greffons grace a 
un choix appropri€ des conditions de greffage, regler sur 
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ce support la distance, la density et la repartition des 
sites reactifs, il est possible d*y fixer par covalence 
un tres grand nombre de ligands, en particulier des li- 
gands specif iques de substances biologiques. 

La fixation covalente du ligand sur le support par- 
ticulate a lieu selon des methodes connues, telles que 
decrites par exemple cans Ir.minochemis try 1, 213-229, (1964), J. of 
Inmunological Methods 11 r .. 129-133 (1976) et Science. ,195 , 302 (1977), 
apres activation des sites reactifs du support. II est rap- 
pele a ce propos que 1' activation des fonctions acide peut 
se faire au moyen de carbodiimides et celle des fonctions 
amide et amine au moyen de g lutar aldehyde . 

On a en outre etabli selon 1 'invention que les 
sites reactifs sont rendus plus accessibles pour la 
fixation covalente du ligand lorsqu'on effectue une hydra- 
tation du support, prealable 3 1 1 activation. Done, selon 
1* invention, ou hydrate de preference le support avant de 
proceder a son activation, puis 3 la fixation covalente 
du ligand. 

La durSe de 1 ■ hydratation depend essentiellement de 
la structure et de la composition du support particulaire 
greff§. 

Cette dur§e peut §tre determinee aisement par l'homme 
du roStier, pour chaque type de support. Par exemple, dans 
le cas d'un support particulaire greffe a 1' acide acryli- 
que, ou a 1 1 acrylamide aprgs hydrolyse des fonctions amide 
en fonctions acide, on peut determiner la duree d 1 hydrata- 
tion optimum (au bout de laquelle le maximum de fonctions 
acide sont rendues accessibles) en suivant les variations 
de pH d'une solution de soude dans laquelle un echantil- 
lon du support greffe est mis en suspension. 

En tout §tat de cause, on a pu etablir que selon 
1' invention une duree d 'hydratation prealable de 24 heures 
suffit a rendre accessibles toutes les fonctions utilisables. A ce 
stade le taux de gonflement, en volume, du support est au maximum de 
30 %, le plus souvent de l'ordre de 10 %,et le support conserve toutes 
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ses caracteristiques mecaniques desirees pour la chromato- 
graphie d 1 adsorption sur colonne. 

L f invention a done en outre pour objet un adsorbant 
pour chromatographie d'kf finite, caract6ris§ en ce qu'il 
resulte de la fixation covalente du ligand specifique de 
la substance a adsorber, sur le support particulaire selon 
1' invention. 

L' invention a de plus pour objet un precede pour la 
preparation de cet adsorbant pour chromatographie d f af- 
finite, caracterisS en ce qu'il consiste essentiellement 
a fixer par covalence le ligand specifique de la substance 
a adsorber, sur le support apres activation de celui-ci, 
precedee de preference d'une hydratation* 

Enfin 1" invention a pour objet 1 1 utilisation d'un tel 
adsorbant, en particulier dans le domaine de la biologie, 
et notamment pour extraire ou eliminer une substance bio- 
logique du sang, in vitro ou par circulation extracorporel- 
le ex vivo • 

A titre d'exemples, on indiquera a ce propos que : 

- pour extraire ou eliminer un antigene du sang, on 
utilisera avantageusement un adsorbant selon 1' invention 
dans lequel le ligand est l'anticorps, par exemple 
monoclonal , correspondant ; 

- pour extraire ou eliminer un anticorps du sang, 

on utilisera avantageusement un adsorbant selon 1 'invention 
dans lequel le ligand est 1' antigene correspondant ; et 

- pour eliminer un substrat d' enzyme du sang, on 
utilisera avantageusement un adsorbant selon 1' invention 
dans lequel le ligand est 1" enzyme correspondante . 
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II va de soi que pour traiter des milieux complexes 
tels que le sang, l'homme du metier devra choisir, sur la 
base de ses connaissances generales en la matiere, parmi 
les nombreux supports par ticulaires selon I'invention, 
5 ceux qui sont compatibles non seulement avec le ligand 
a fixer, mais encore avec le milieu complexe a traiter 
avec lequel ils ne devront pas donner de reactions se- 
condaires genantes , en particulier dans le cas de 
I'epuration du sang par circulation ex tracorporelle "ex 
10 vivo". 



L' invention sera mieux comprise a I 1 aide des exemples 
non limitatifs qui suivent. 
1"5 I Exemples de preparation de supports . 
Exemple 1 

Poudre de chlorure de polyvinyle greffee par de I ' a - 
crylamide, aprcs irradiation en l 1 absence d'oxyg&ne . 

Le support de base est une poudre de chlorure de poly- 
20 vinyle ( commercialisee sous la denomination PVC Lycovyl GB 
1220) dont la granulometrie est comprise entreL 100 et 
200 microns. Le greffage d'acrylamide est effectu§ en ab- 
sence d'oxygene. La poudre est d ' abord irracliee en atmosphere 
d* azote sous rpyonnement y. Une dose de 0,57 Mrad est ap- 
25 pliquee avec un debit de 0,19 Mrad/heure. 

La poudre est ensuite mise au contact du monom£re en 
solution dans un melange eau-acetone (3:5) contenant 15 % 
d'acrylamide pendant lh30 a temperature ambiante, toujours 
a l'abri de l'oxygene et sous agitation. 
^0 La poudre greffee est alors lavee dans un melange eau- 
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acetone (3:5) et sechee. 

Le greffage ponderal qui est defini comme etant egal 
^ p 1 ~ p n x iqq (P^ etant le poids final et P Q le poids 

p O 

5 initial) est de 12,7 i. 

L'hydrolyse des fonctions amide accessibles realisee 
dans une solution d 1 acide chlorydrique 3N pendant 3 heures 
a reflux permet ensuite d'Gvaluer les fonctions, acide car-, 
boxylique obtenues et de les doser par la soude. De cette 
10 maniere le dosage conduit a une evaluation de 2,35 % (en 
poids) de chalnes derivees de I'acrylamide presentant un 
site actif. 

Exemple 2 

Poudre de chlorure de polyvinyle greffee par de l'a - 
15 crylanide, apres irradiation en l 1 absence d'oxygene . 

Le support de base est le meme que dans 1 1 exemple 1. 
Le greffage d 1 acrylamide est effectue suivant le meme pro- 
ced§ et dans les memes conditions d ' irradiation que dans 
1' exemple 1. La solution de' greffage contient 20 % d'a- 
20 crylanide et le greffage a la temperature ambiante dure 
1 heure. La poudre lavee et sechee est ainsi greffee a 
24 % en poids et 5 % de polyacrylamide actif peuvent etre 
doses. 

Exemple 3 

25 Poudre de chlorure de polyvinyle greffee par de 1 1 a - 

cide acrylique, apres irradiation en 1 1 absence d'oxygene . 
Le support de base est le meme que dans 1' exemple 1. 
Le greffage d 1 acide acrylique est effectue en atmos- 
phere d" azote. L ' irradiation est faite dans un premier 
30 temps, une dose de 0 f 6 Mrad etant appliquee sous electrons. 
Le greffage est ensuite realise par agitation de la poudre, 
tou jours en atmosphere d* azote, en suspension dans une 
solution contenant 10 % d 1 acide acrylique dans l'eau en 
presence de 0 , 15 %. d f inhibiteur (sel de Mohr) pendant 
35 1 heure a 85 - 2°C. 

Le greffage est evalue a 3,5 % par dosage des fonctior 



BNSDOClD:<EP 0106769A1 I > 



10 



15 



20 



30 



35 



- 13 - 0106769 

acide carboxylique par la soude. 
Exemple 4 

Poudre de chlorure de polyvinyle qref fee par de l'allyl- 
amine, apres irradiation en l r absence d'oxygene . 

Le support de base est le meme que dans l f exemple 1. 
L f irradiation et le greffage d 1 allylamine sont effectu§s 
en absence d'oxygene, sous vide. La poudre est prgirradiSe 
sous electrons ayant une energie de 3 MeV. La dose appli- 
quee est de 5 Mrad. Le greffage est realise en laissant la 
poudre au contact d'une solution d 1 allylamine a une con- 
centration de 50 % dans l'ethanol, sous agitation, pendant 
lh a 40 - 2°C. Les lavages sont realises dans l^thanol. 
Le greffage pond§ral mesure est de 6 % . 
Exemple 5 

Billes de polystyrene greffees par de 1' acide acryll - 
que, apres irradiation en presence d'oxygene . 

Le support, sous forme de billes de diametre 3,2 mm, 
est constitue de polystyrene. II est peroxyde par irradia- 
tion a l'air, sous rayonnements Y- Une dose de 7,5 Mrad 
est appliquee a un debit de 0,4 4 Mrad/heure. Le support 
est ensuite agite dans une solution oontenant en poids 79,6 % d* acide 
acrylique, 20 % d'eau, 0,4 % de sel de Mohr, pendant 6h30, 
a 87 - 2°C, sous atmosphere d* azote. 

Le taux de greffage ponderal est de 2,8 % ; il est 
25 lvalue, par dosage, a 0,29 %. 
Exemple 6 

Billes de polys tyrene qref fees par de 1 ' acrylamide , 
apres irradiation en presence d'oxygene . 

Des billes de polystyrene de 3,2mm de diametre sont 
greffees par de 1' acrylamide dans les conditions suivantes: 

La peroxydation du support est realisSe par irradia- 
tion, a l'air, sous electrons (3 MeV) avec une dose de 
7,5 Mrad. 

Aores 24 heures, les billes sont plong£es dans une 
solution con tenant en poids 59,4 % d'^crylamide, 40 % d'eau, et 0,6 % 
de sel de Mohr, dans laquelle barbote de 1" azote. La tem- 
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perature de la solution est de 92 - 2°C, la duree de gref- 
fage est de 6h30. 

Le taux de greffage ponderal est de 0,45 %. 

Exemple 7 

5 Billes de polystyrene greffees par de l'acrylate de 

butyle et de l 1 acide acryligue, apres irradiation en pr§- 
sence d 1 oxygene , , 

Des billes de polystyrene de 3,2 nun de diametre sont 
greffees simultanSment , dans les memes conditions d'irra- 
10 diation que celles decrites dans l'exemple 6, par de I'acide 
acrylique et de l'acrylate de butyle pour augmenter la balance 
hydrophi le / hydrophobe . 

Le greffage est effectue dans une solution contenant, 
en poids, b % d* aery late de butyle, 74,6 % d 1 acide . acrylique , 20 % 
15 d'eau et 0,4 % de sel de Mohr, a 87 1 2°C pendant lh45* 
Le taux de greffage ponderal est de 2,4 %. 
Exemple 8 

Billes de polystyrene greffees par de 1' acide acryli- 
que, apres irradiation en presence d'oxygene . 
20 Des billes de polystyrene de 3,2 mm de diametre sont 

greff§es par de l 1 acide acrylique. La mSthode utilis§e 
est la peroxydation , 1 1 irradiation du support: 6tant effec- 
tu6e sous faisceau d'61ectrons (3 MeV) , a l*air, avec une 
dose de 7,5 Mrad. 
25 Apres 24 heures, les billes, plongees dans une solu- 

tion con tenant en poids 79,6 % d 1 acide acrylique, 20 % d'eau et 0,4 % 
de sel de Mohr, sont agitees pendant 4 heures a 87 - 2°C, 
en maintenant dans la solution, uri barbotage d* azote. 

Le greffage ponderal est de 2,6 % et le greffage mesure 
30 par dosage desfonctions acide est de 0,12 %. 
Exemple 9 

Poudre de copolymere chlorure de polyvinyle- acetate 
de vinyle greffee par de 1' acide acrylique, apres irradia- 
tion en presence d'oxygene . 
35 Le support de base est un copolymere, sous forme de mi- 

crcbilles, de chlorure de polyvinyle oontenant 10 % d f acetate de vinyle 



10 



' 0106769 

Icaunercialise sous la denomination Lucovyl SA 6 001), dont la 
granulometrie est comprise entre 100 et 200 microns. 

Le greffage de 1' acide acrylique est effectu§ aprds 
irradiation, a l^air, de la poudre, sous rayonnements y, S 
une dose de 0,3 Mrad dispensee en 1 heure. La solution de 
greffage, hors de laquelle l'oxyg&ne est chasse par barbo- 
tage d 1 azote, contient, en poids, y,95 % d' acide acrylique dans 90 % 
d'eau, en presence de 0,05 % de seLde Mohr . Elle est,, 
chauffee a .80 - 2°C durant le temps de greffage de 1 heure. 

Le taux de greffage ponderal, mesure par diff§rence 
de poids, apres lavage et sechage est de 3,6 %. Le dosage 
des f onctions acide carboxylique correspond Sl 1,5 % de gref- 
fage. 

Exemple 10 

15 Poudre de copolymdre de chlorotrif luoroethylene et de 

fluorure de vinylldene greffee par 1' acide acrylique, aprfes 
irradiation en I 1 absence d'oxygene . 

Un support de base constitue de copolymere de chloro- 
trif luorethylgne et de fluorure de vinylid&ne fcommercialise 

20 sous la denomination Kel-F) de granulcm§trie ccmprise entre 80 et-160 
microns, est greffg par de l'acide acrylique dans les conditions sui- 
vantes : une pre irradiation^ du support est realisee en absence d'oxy- 
gene, sous vide, sous electrons (3 MeV) avec une dose de 0,87 Mrad. 
Le greffage est ensuite effectue, sous vide, a 90 - 2°C 

25 pendant lhlO au contact d'une solution de 20 % d'acide 

acrylique dans l f eau en presence de 0,2 % de sel de Mohr. 

Les fonctions acide dosees correspondent 5 un taux de 
greffage dosable de 8,9 %. 
Exemple 11 

30 Poudre de copolymere de chlorure de polyvi nyle et 

d' acetate de vinyle greffee sous vide par de l'acroleine , 
apres irradiation par un faisceau d'electrons . 

Le support de base est une poudre de copolymere de 
chlorure de polyvinyle - acetate de vinyle contenant 10 % 

35 d'acetate de vinyle,. dont la granulometrie est comprise entre 
100 et 200 p. Le greffage d'acroleine est effectue sous 
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vide, apres un double degazage. La poudre est irradiee par 
un passage sous faisceau d'electrons (energie : 3 MeV ; 
intensite : 400 pA) a une dose de 2,05 Mrad. Elle est 
ensuite mise au contact d'une solution d'acroleine se 
5 composant de : 

50 % d'acroleine 

25 % d'ethanol 

25 % d'eau 

pendant 17 heures a la temperature ambiante. La poudre 
10 greffee est lavee a l'ethanol. 

Le greffage est evalue par pesee a 5,3 % et par 
dosage des fonctions aldehyde a 1,5 %. 
Exemple 12 

Poudre de polyamide greffee par de 1'acrylate d'e - 
15 thylene-glycol , apres irradiation sous vide par un faisceau 
d 'electrons - 

Le support de base est un polyamide 11 de granulo- 
metrie comprise entre 10 et 100 p. 

Le monomere greffe est 1'acrylate d ' ethylene-glycol . 
20 Le greffage est effectue sur la poudre preirradiee sous 
faisceau d'electrons (E = 3 MeV, I = 400 pA) en absence 
d'oxygene, sous vide, a une dose de 9 Mrad, en mettant 10 g 
de poudre en suspension pendant 15 minutes a 75°C dans 
100 ml d'une solution contenant 50 % d'acrylate d'ethylene- 
25 glycol dans I'eau, en presence de 0,5 % de sel de Mohr. 
La poudre est lavee a I'eau et sechee. 

Le taux de greffage ponderaL est de 186 %. 
Exemple 13 

Poudre de polyethylene greffee par de 1'acrylate 
30 d Ethylene-glycol , apres irradiation sous vid e par un 
faisceau d'electrons , 

Le support de base est un polyethylene ( tres haut 
poids moleculaire) de granulometrie comprise entre 10 et 
100 p. 

35 Le monomere greffe est 1'acrylate d • ethylene-glycol . 

Le greffage est effectue par une methode de preirradiation 
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en absence d'oxygene, sous vide. La poudre de polyethylene 
est irradiee sous faisceau d'electrons (E = 3 Mev , 
T » 400 pA) a une dose de 9 Mrad. Elle est mise ensuite 
au contact, toujours sous vide, d 1 une solution de 49,5 % 
5 d'acrylate d ' ethylene-glycol et de 0,5 % de sel de Mohr 
dans I'eau, a 75°C pendant 90 minutes, a raison de 10 ml 
de solution par gramme de poudre. 

La poudre greffee est ensuite lavee a l'eau et sechee. 
Le taux de greffage ponderal est de 110 %. 
10 Exemple 14 

Poudre de copolymere de chlorure de polyvinyle et de 
polyacetate de vinyle greffee par le methacrylate de dime- 
thyl ami no-e thy le , apres preirradiation en l'absence d'oxy - 
gene / par des rayons y . 
15 Le support de base est une poudre de copolymere de 

chlorure de polyvinyle et de polyacetate de vinyle a 10 % 
de polyacetate de vinyle ( commercialisee sous la denomina- 
tion : Lucovyl SA 6001) dont la granulometrie est comprise 
entre 100 et 200 y . 
20 Le greffage du monomere, a savoir le methacrylate de 

dimethylaminoethyle (MADAME) de formule 

/ CH 3 

CH 2 = C /C H 3 

25 C - 0 - (CH~), - N ; 

O CH 3 

est effectue selon une methode de preirradiation en absence 

» 

d'oxygene. La poudre est irradiee en atmosphere d 1 azote 
sous rayonnement y a une dose de 1,5 Mrad avec un debit de 

30 0,3 Mrad/h, elle est ensuite mise au contact du monomere 
en solution coritenant 40 % de MADAME, 59,6 % d'eau et 0,4 % 
d*' hydroquinone jouant le role d ' inhibi t eur / a raison de 5 ml 
de solution par gramme de support. La reaction s'effectue 
a 30°C pendant une heure , en atmosphere d 'azote. 

35 La poudre est ensuite lavee dans des solutions d'eau- 

ethanol et sechee a 50°C. Le taux de greffage ponderal 
obtenu est de 8,6 %. 
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II Exemples de preparation d ' adsorbants , 
Exemple 15 

Fixation d'acides amines sur un support . 
On utilise le support obtenu k 1' exemple 1. 
5 Apr&s hydratation du support , les fonctions amide sont 

activ^es par incubation du support greffe pendant 17h 5 
37°C dans une solution contenant, 6 % de glutaraldehyde en 
tampon MES (0,1 M) a pH 7,4, Sl raison de 25 ml de solution 
pour un gramme de support greffS. 
10 Le support est mis en suspension a raison de 1 g/10 ml 

et agite dans une solution d'acide amin§ (50 g/1) en 
tampon MEQ (0,1 M) maintenue a une temperature de 5°C 
pendant 5 heures. 

Les manipulations sont effectu§es a differents pH : 
15 6,5 ; 7,5 ; 8,5, avec deux acides amines differents t la 
lysine et 1' acide glutamique. 

Les taux de couplage sont evalues par dosage des fonc- 
tions acide carboxylique par la soude 0,1 N- 

La validitS de ce test est prouvSe en confirmant sur 
20 tSmoin 1' absence de toute hydrolyse des fonctions amide 
sur le meme support n'ayant pas subi 1' activation et le 
couplage • 

Les result at s obtenus sont les suivants : 



25 



30 



35 





PH 


Nombre de moles 
fixeespar gramme 


Rendement par 
rapport au greffage 




6,5- 


2,55. 10~ 4 


77 % 


Lysine 


7,5 


1,34.10~ 4 


40,5 % 


8,5 


2,2 .10~ 4 


66,7 % 


Acide 
glutamique 


6,5 
7,5 
8,5 


0,88.10~ 4 
1,08.10~ 4 
1,03.10~ 4 


26,5 % 
33 % 
31,1 % 
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Exemple 16 

Fixation d'une enzyme (chymotrypsine) sur un support . 
On utilise le support obtenu a 1" exemple 1. 
Aprfes hydratation du support, 1' activation est effec- 
5 tuee dans des conditions identiques a celles dficrites a 
1' exemple 15. Le couplage de la chymotrypsine est r€alis§ 
au pH optimum de 7 dans des conditions fequivalentes a cel- 
les decrites pour le couplage des acides amines. La con- 
centration de la solution de chymotrypsine n'est que de 
10 2 g/litre. 

Le support subit ensuite 4 lavages : 
ler lavage : 17h en tampon MES (0,1 M) 
2eme lavage : 7h en tampon MES (0,1 M) NaCl(lM) a {** 
3eme lavage : 41h dans une solution de HC1(10 M) 
15 NaCl(lM) a pH 3. 

4eme lavage : 7h en tampon TRIS (0 ,01M) CaCl 2 (0 ,05 M) 
& pH 8. 

Les rSsultats sont lvalues en s 

- poids de chymotrypsine par gramme de support, 
20 d6duits des mesures de densitS optique sur le 

milieu rSactionnel ; et 

- activitSs enzymatiques mesurSes sur les diff€- 
rentes solutions et sur la poudre. 

L' activity enzymatique est exprim§e en Unites Inter- 
25 nationales (UI) /on rappelle qu'une Unite Internationale 
represente le nombre de micromoles de soude ajoutfees, 
nScessaires pour neutraliser les fonctions acide carbo- 
xylique liberies par l'hydrolyse de l 1 ester ethylique de 
l'ac§tyltyrosine (ATEE) sous l 1 action de la chymotrypsine^ 
30 Dans la solution de couplage la concentration en chy- 

motrypsine chute de 1,93 g/1 a 1,815 g/i; une quantite de 
1,15 mg est done fix§e par gramme support. 

Parallelement l'activite enzymatique de la solution 
chute de 259 UI a 7,68 UI. 
35 L' activity enzymatique finale mesur§e par gramme de 

support est de 25,8 UI. 
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Exemple 17 

Fixation de y-globulines sur un support . 
On utilise le support obtenu S I 1 exemple 2. 
Apres hydratation du support r les fonctions amide sont 
5 activees en agitant la poudre en suspension dans une solu- 
tion a 2,5 % de glutaraldehyde en tampon phosphate a 
pH 7 ,2, pendant 1 heure £ 4°C. Apres rin^age de la poudre^ 
on couple des Y-globulines G humaines marquees a 
1 1 iode 12 5, par agitation de la poudre 
10 en suspension dans une solution de 1 mg/ml de y-globulines 
(yg) en tampon phosphate 5 4°C, pendant une riuit. 

Des lavages intenses en tampon phosphate sont r§petes 
afin d*eliminer les proteines adsorbees. 

Dans ces conditions / la fixation de yg est evaluee 
15 a 0,6 mg par gramme de support. 
Exemple 18 

Fixation de y-globulines sur un support . 

On utilise le support obtenu a 1' exemple 3. 

L f activation des fonctions acide carboxylique, apres 
20 hydratation, est realisee en presence de l-cyclohexyl-3- 
(2-morpholino-§thyl) carbodiimide dans une solution tam- 
pon MES acide 2-N (morpholino) ethane -sulfonique (0,1 M) , a 
pH 4,75, pendant 1 heure a 20°C. Le support rince est mis 
en suspension dans une solution de y-globulines G humaines 
25 (1 mg/ml) et agite une nuit a 4°C. Les lavages sont effec- 
tues en tampon MES. La fixation atteint 7 mg de y-globu- 
lines G humaines par gramme de support. 

Exemple 19 

Fixation de y-globulines sur un support . 
30 On utilise le support obtenu a l'exemple 4. 

La fixation de y-globulines G humaines marquees 
a 1 1 iode 125, apres hydratation et 
activation par le glutaraldehyde conduit, dans les condi- 
tions habituelles, a la fixation de 0,7 mg de yg par 
35 gramme de support. 
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Exemple 2 0 

Fixation de y-globullnes sur un support. 

On utilise le support obtenu a l 1 exemple 5, 

Les -y-globulines G humaines fixees sur ce support dans 

5 des conditions §quivalentes a celles decrites dans l'exem- 

2 

pie 18 sont de 25 a 35 yg par era de surface du support. 
Exemple 21 

Fixation de y-globulines sur un support * 
On utilise le support obtenu a 1' exemple 6* 
10 La fixation de y-globulines G humaines dans des con- 

ditions equivalences a celles decrites dans 1' exemple 17 
atteint 20 a 30 yg par cm 2 de surface du support • 
Exemple 22 

Fixation de y-globulines sur un support . 
15 On utilise le support obtenu S l'exemple 7. 

La fixation de Y"*gl° bulines G humaines dans les con- 
ditions habituellement employees pour les fonctions acide 

2 

carboxylique (exemple 18) est de 45 yg/cm de surface du 

support. 

20 Exemple 23 

Fixation de y-qlobulines sur un support . 

On utilise le support obtenu a l 1 exemple 8. 

Le support permet dans les conditions habituelles 

(exemple 18) la fixation de 80 a 130 yg de y-globulines 

2 

25 G humaines par cm de sa surface* 
Exemple 24 

Fixation d'hematies humaines sur un support . 

On utilise le support obtenu a 1* exemple 9. 

La fixation irreversible d'hSmaties humaines sur ce 
30 support est realisee apres hydratation et traitement in- 
term§diaire du support par 1* ethylene-imine fixee par le 
carbodiimide . 

Les conditions op§ratoires sont les suivantes : 

Les microbilles greff§es sont plong§es dans une so- 
35 lution d' §thy lene-imine de poids molSculaire 30 000 a 
40 000 dans un tampon MES, sous agitation rotative, a 
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raison de 50 mg d • ethylene- imine par gramme de microbilles . 
Ce traitement dure 90 minutes a temperature ambiante. 
Les microbilles sont ensuite transferees dans une solution 
contenant, en concentrations finales, les elements sui- 
5 vants, pour 0,25 gramme de microbilles/ml de solution : 

- polyethylene-imine : 12,5 mg/ml 

- l-cyclohexyl-3 (2-morpholino€thyl) carbodiimide : 
50 mg/ml 

li* ensemble est maintenu 48h a temperature ambiante, 
10 sous agitation rotative. 

Les microbilles sont rincees a l*eau et traitees a 
nouveau 4h a temperature ambiante dans une solution con- 
tenant le carbodiimide (50 mg/ml) et du chlorure d' ammonium 
(1M). Apres de nombreux ringages", elles sont stockees en 

15 tampon TRIS (10 mM) a pH 7,4 en presence de NaN 3 (0,2 %) . 
Avant de permettre 1' adsorption des hematies sur les micro- 
billes, les 2 elements sont laves sSparement dans un tampon 
sucrose-acetate (7/3) a 310 mOSM I pH 5 (il est rappele 
que 1 OSM est la pression osmotique exercee par une solu- 

20 tion aqueuse contenant 1 mole de solute (molecule ou ion) 
par litre, separee de l'eau pure par une membrane imper- 
meable a ce solute) . 

Une suspension 50/50 en volume de microbilles est ajoutee goutte 
a gcutte dans une suspension 50/50 en volume de globules rouges, 

25 dans les memes proportions . Une agitation rotative tr&s 
legere est appliquSe pendant 10 minutes. Un rin^age est 
ensuite effectue avec le meme tampon a pH 7,4. On prepare 
une solution de glu tar aldehyde (310 mOSM - 1 %) dans un 
tampon PBS (Phosphate Buffer Saline : solution isotonique 

30 tamponnee) . Les microbilles sont mises en suspension a rai- 
.son de 10 % de microbilles dans une solution contenant 
0,5 % de glutaraldehyde. La reaction dure 1 heure a tem- 
perature ambiante. DIfferents rin^ages sont effectues a 
4°C : 

35 - glycine (0,1 M) 

- tampon PBS 
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suivis d'une incubation d'une heure en solution de glycine. 
Le ringage final est effectue en tampon PBS. 

Les hCroaties du milieu reactionnel sont comptees sur 
cellule de Malassez (lame qui permet de denombrer les 
5 cellules) et evaluees en outre apres hemolyse en milieu ammo- 
niacal. On peut ainsi estimer qu'il y a de 8 a 9.10 hema-. 
ties fixees par gramme de support. 
Exemple 25 

Fixation d'hematies humaines sur support . 
10 On utilise le support obtenu a 1' exemple 4 sur lequel 

on adsorbe des Mmaties humaines puis on les fixe au glu- 
tar aldehyde. Les conditions operatoires d6crites dans 
1' exemple 24 sont reprises, en evitant le traiteroent 
a l'ethylene-imine. 
15 La fixation d'hematies est estimee du ineme ordre de 

grandeur, soit 8 a 9.10 8 hematies par gramme de support. 
Exemple 26 

Fixation d'aclde glutamique sur un support. 
On utilise le support obtenu a l'exemple 10. 
20 L' activation des fonctions acide carboxylique et la 

fixation d' acide glutamique sont realisees en un seul 
temps. La poudre est mise en suspension pendant I7h a 
4°C dans une solution contenant 1* acide glutamique 
(50 g/1) et dul-cyclohexyl-3-(2-morpholinoethyl)carbodi- 
25 imide (10 %) en tampon MES (0,1M) a pH 4,75. Pour 1 gram- 
me de support 10 ml de solution sont necessaires. 

Le dosage des fonctions acide carboxylique sur le 
support couple permet, par rapport au temoin non couple, 
d'evaluer un taux de 14 % en poids d'acide glutamique 
30 fixe par liaison irreversible. 
Exemple 27 

Fixation de chymotrypsine sur u n support. 
On utilise le support obtenu a l'exemple 11. 
Le couplage de la chymotrypsine est realise en agi- 
35 ta nt 1 gramme de support greffe pendant 20h a 20°C dans 
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10 ml d'une solution tampon phosphate de potassium (0,05 M 
a pH 7) contenant 20 mg de chymotrypsine. 

La poudre est ensuite lavee abondamment en milieu 
tampon phosphate (pH 7), puis en milieu tampon phosphate - 
5 NaCl (1M) puis dans une solution de HC1(10" 3 M)-NaCl(lM) a pH 3, 
et enfin en tampon TRIS (0,01 M) -CaCl 2 (0,05 M) a pH 8. 

L'activite enzymatique de la poudre ainsi obtenue est 
de 22 Ul/gramme de support (1 • activite initiale de la 
chymotrypsine en solution est de 13 Ul/mg) . 
10 Exemple 28 

Fixation de B-galactosidase sur un support . 

On utilise le support obtenu a 1' exemple 12. 

Les fonctions hydroxyle sont activees par le bromure 
de cyanogene dans les conditions suivantes : 1 g de support 
15 est mis en suspension a temperature ambiante pendant 15 mi- 
nutes dans une solution de carbonate de sodium (0,02 M) 
dont le pH est ajuste a 11 par la soude et contenant 10 % 
de bromure de cyanogene, a.raison de 30 millimoles de bro- 
mure de cyanogene' pour 1 g de support. 
20 Apres rin^age dans une solution de bicarbonate de 

sodium (0,1 M), la poudre est mise en suspension dans 10 ml 
d'une solution de e-galactosidase a 2 g/1 dans un tampon 
bicarbonate pH 9,3, pendant 24 heures a 4°C. La poudre est 
ensuite lavee abondamment et successivement dans 4 solutions; 
25 - NaHC0 3 (0,1 M) 

- HC1 (10~ 3 M ) 

- NaCl (0,5 M) 

- eau distillee. 

L • activite enzymatique de la B-galactosidase fixee 
30 est mesuree apres incubation de la poudre a 37°C pendant 
20 minutes en presence d ■ brthoni trophenol-D-galactopyrano- 
side (ONPG) , substrat dont 1 'orthonitrophenol (ONP) est 
libere par hydrolyse, proportionnellement a la quantite 
d'enzyrne presente. 
35 L' activite ainsi mesuree est de 0,84 micromole 

d'ONP liberee par gramme de support. 



BNSDOCID: <EP 0106769A1 I > 



01 06769 

- 25 - 

Exemple 29 

Fixation de B-galactosidase sur un support . 

On utilise le support obtenu a 1' exemple 13. 

L * activation des fonctions hydroxy le par le bromure 
de cyanogene ainsi que le couplage de la 6 -galactosidase 
5 sont realises dans les conditions decrites dan's 1 * exemple 
28. 

De meme I'activite enzymatique de l'enzyme fixee est 
mesuree par 1' action hydrolytique de 1' enzyme sur le subs- 
trat : ONPG. 

10 L'activite mesuree est de 0,45 micromole d'ONP libe- 

ree par gramme de support . 
Exemple 30 

Fixation d'hematies humaines sur un support . 
On utilise le support obtenu a 1' exemple 14. 
15 l • adsorption et la fixation des globules rouges sont 

realisees directement sur le support, apres avoir lave 
separement les billes et les globules rouges en tampon 
sucrose-acetate (7/3) ^ pH 5. 

Une suspension 50/50 en volume de microbilles est 
20 ajoutee goutte a goutte dans une suspension 50/50 en glo- 
bules rouges, dans les memes proportions. Une agitation 
rotative tres legere est appliquee pendant 10 minutes. Un 
ringage est ensuite effectue avec le meme tampon a pH 7,4. 
On prepare une solution de glu taraldehyde : 1 % dans le 
25 tampon PBS (solution isotonique tamponnee). Les microbilles 
sont mises en suspension a raison de 10 % de microbilles 
dans une solution contenant 0,5 % de glutaraldehyde . La 
reaction dure 1 heure a temperature ambiante. Differents 
ringages sont effectues a 4°C ; 
30 - glycine (0,1 M) 

- tampon *&BS 

suivis d'une incubation d'une heure en solution glycine. 
Le ringage final est effectue en tampon PBS. 

g 

Le nombre d'hematies fixees est evalue a 8 a 9.10 

6 2 
35 par gramme de support (1,8 a 2.10 hematies/cm ). 



BNSDOCID: <EP „O106769A1.l > 



01 06769 

- 26 - 

III Utilisation des adsorbants selon l 1 invention : appli - 
cation 5 I'epuration immunologique . 

L'epuration immunologique est une application parti- 
culiere du principe de la chromatographie d'af finite. L'e- 
lirnination du milieu plasmatique des elements indesira- 
bles (ex. anticorps, antigenes, complexes immunes) est 
realisee par m i s e en contact avec un support qui pos- 
sede a sa surface les elements actifs reagissant speci- 
fiquement avec I 1 element a eliminer. 

Les techniques depuration plasmatique les plus cou- 
ramment employees sont actuellement les plasmaphereses. 
Les eliminations sont dans ce cas non specifiques avec 
perte importante de plasma, couteuses et on observe un 
certain nombre d' accidents. 

La fabrication d 1 adsorbants obtenus a partir de sup- 
ports polymeres greffes, possedant des caracteristiques 
mecaniques variees et ayant fixe irreversiblement 
differentes biomolecules , ouvre une large voie d 1 applica- 
tion dans ce domaine. 

Quelques uns des adsorbants decrits dans la deuxieme 
partie ont ete utilises pour mettre en evidence leur ca- 
pacite d'epuration. 

A. §puration_" in_yitro n 
Exemple 31 

5 On utilise I'adsorbant obtenu a 1' exemple 18. 

Des lapins (blancs de Bouscat) sont immunises par 

injection intradermique de y-globulines G humaines (de 

la societe Sigma : fraction II de Cohn) . Des prelevements 

reguliers sont effectues pour le dosage des anticorps et 

0 la constitution de "pools d 1 anticorps" utilises lors des 

"epurations in vitro". 

Le dosage quantitatif des anticorps est effectue par 

une methode radioimmunologique du type sandwich utilisant 

12 5 

des*^' y-globulines G humaines (yGH) radioiodees- (!' ) • 
5 Selon cette methode , des ^GH fixees sur des parti cules de 
cellulose sont mises en contact simultanement avec l'anti 
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serum et le traceur 1251 yCU en exces. Les yGH fix§es sur 
cellulose sont en exces pour pifiger tous les anticorps. 
L 1 exces de traceur est eliminfi par lavage. La quantit§ 
de traceur fix§e au support par l 1 intermgdiaire des anti- 
5 corps et*des yGH est proportionnelle S la quantit§ d 1 anti- 
corps presente dans 1 • antiserum. Les risultats compares 
S un standard sont exprimes en yg/ml. 

Le pool d 1 anticorps pr61ev€ sur lapin est diluS avec 
du serum de lapin normal. A I'aide d'une pompe p§ristal- 
10 tique tie type Mastuflex) la solution est perfusee dans 

I'epurateur ; le systeme fonctionne en circuit ferine ; des 
prelevements successifs sont effectues pour le dosage des 
anticorps anti -yGH et des proteines totales. 

Les conditions op§ratoires de deux essais et les 
15 r§sultats depuration "in vitro" sont indiqu§s dans le 
tableau suivant. 





Essai n° 


i 


2 


20 


- Surface totale du 


4.200 


4.200 




support: (cm^) 








- Concentration en anti- 


19,7 


43 




corps (yg/ml) 








- Volume de plasma (ml) 


30 


50 


25 


- Quantite d' anticorps 


591 


2.150 




(mg) 








- Debit (ml/inn) 


5 


5 




- Temps (mn) 


60 


60 




- % d'epuration 


97 


75 


30 


- Anticorps "epures" 


573 


1.612 




(yg) 







Exemple 3 2 



On utilise l'adsorbant obtenu 5 I'exemple 20 pour 
35 r€aliser des essais depuration de s§ruiu renfermant des 
anticorps anti-Y-globulines G humaines, dans des condi- 
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tions analogues a celles de 1' exemple 31. 

Les conditions operatoires de deux essais depuration 
"in vitro" et les resultats obtenus sont rassembles dans 
le tableau suivant. 



Essai n° 


1 


2 


- Surface totale du support (cm 2 ) 


210 


420 


- Cone, en .anticorps ( yg/ml) 


4,7 


4,7 


- Volume de plasma (ml) 


30 


30 


- Quantite d* anticorps (pg) 


141 


141 


- Debit (ml/mn) 


15 


15 


- Temps (mn) 


60 


60 


- % d'epuration 


10 


40 


- Anticorps "epures" ( yg) 


14 


56,4 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



Exemple 33 

On utilise l'adsorbant obtenu 3 1' exemple 22 pour 
realiser un essai d'epuration de s§rum renfermant des 
anticorps anti-y- globulines G humaines, dans des con- 
ditions analogues a celles de l 1 exemple 31. 

Surface totale du support (cm 2 ) 630 

Cone, en anticorps (yg/ml) n 

Volume de plasma (ml) \ m 20 

Quantite d'anticorps (-jjg) 330 

D§bit (ml/mn) 20 

Temps (mn) 5q 

% d ' gpura tion ^ 33 

Anticorps "epures" (pg) 10 9 

Exemple 3 4 

On utilise l'adsorbant obtenu a 1* exemple 23 pour 
rfialiser un fessai d'epuration de serum renfermant des 
anticorps anti-Y-g-lobulines G humaines, dans des conditions^ 
analogues a celles de 1' exemple 31. 
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2 

Surface totale du support (cm ) 210 

Concentration en anticorps (vig/ml) 16 

Volume de plasma (ml) - - 30 

Quantit§ d 1 anticorps (yg) 4 80 

5 Debit (ml/mm) . . . . 5 

Temps (mn) 60 

% d ' epuration . • • . . . * . . 9 

Anticorps "§pures" (]ig) 48 

Exemple 35 



10 On utilise I'adsorbant obtenu 5 1' exemple 24. 

La capacity d f adsorption specif ique de l*antigene A 
porte par les hematies fixees sur le support a €te veri- 
fiee par rapport S I'activite non spScifique vi-r^-vis 
d*un anticorps B. Pour cela les taux d 1 anticorps anti A 

i5 et anti B contenus dans un serum ont €te mesur6s avant et 
aprfes incubation d'une heure a 37 °C du support dans ce serun. 
On § limine les anticorps anti A prSsants dans un sang frais himain. 

Les activites sont mesurees suivant la m§thode d§cri- 
te par C. ROPARS, A. MULLER, C. HUREL et J. LEBLANC dans 

20 # B1. Transf. and Imm, # tome XXIV , n° 1C1981). 

Le sSrum de depart est titr§ au 256e. 
Les conditions de deux essais r£alis§s et leurs r§- 
sultats sont indiques dans le tableau suivant : 

25 



30 



1 

Essai n° 


■ 

i 


2 


- Poids de support sec (mg) 


320 


630 


- Dilution du serum 


1/4 


1/2 


- Quantity de s6rum (ml) 


2 


2 


- Epuration : anti A 


93 % 


87,6 % 


- Epuration : anti B 


f <v 0 

1 


% 0 



Le taux de prot§ines total est. rest§ pratiquement 
35 constant. 
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Exemple 36 

On utilise l'adsorbant obtenu a l'exemple 30. 
L'epuration in vitro effectuee sur 2 ml de serum 
avec 320 mg de support sec, selon la technique decrite dans 
5 l'exemple 35 , conduit a une epuration specif ique anti A, 
de 85 % et une epuration non specifique anti B f de 5 t 
B*Epuration_"ex vivo" . 
Exemple 37 

On utilise l'adsorbant obtenu h l'exemple 18. 
10 Un shunt arterio-veineux ( jugulaire-carotide) est 

prealablement pose sur un lapin immunise par injection 
intradermique de Y-globulines G humaines et anesthesie 
au Nembutal. 

Le sang est perfuse directement sur une colonne 
15 contenant 25 a 30 g de l'adsorbant. Le debit est de 10 
a 15 ml/mn. L' animal est heparine au prealable et par 
perfusion au cours de l 1 operation. La circulation sanguine 
extracorporelle dure lh30. Le taux d'anticorps est de 
22,2 ug/ml au depart et de 2,21 yg/ml apres fipuration. Les 
20 proteines totales chutent de 56 mg/ml a 44,8 mg/ml. 

L 1 invention ne se limite aucunement S ceux de ses modes de rea- 
lisation et d 1 application envisages ou decrits dans les exonples. En 
particulier, on cbtient des resultats satisfaisants en effectuant le 
greffage direct du moncmere sur le support particulaire de base, no- 
25 tanment dans les conditions pr§ferees qui ont ete definies preceaeixnent. 
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REVENDICATIONS 
1. Support particulaire pour la fabrication d'adsor- 
bants pour chromatographie d'af finite sur colonne , carac- 
terise en ce qu'il est essentiellement constitue de parti- 
5 cules d'un matiere polymere de base aptes a etre utilisees 
en chromatographie sur colonne et sur lesquelles sont gref- 
fees, essentiellement en surface, des molecules d'au moins 
un monomere insature capable de former un copolymere avec 
la matiere de base *et porteur d'au moins une fonction chi- 
10 mique capable de former, ulter ieurement , dans des conditions 
non denaturantes , une liaison covalente avec le ligand uti- 
lise dans 1* adsorption envisagee, la quantite de monomere 

greffe possedant une fonction chimique accessible par unite de surface. 

2 

(monomere dose par unite de surface) etant de 10 a 500 pg par on de 
15 surface du support et le rapport de la quantite de 

monomere greffe possedant une fonction chimique accessible 
a la quantite totale de monomere greffe (monomere dose/ 
monomere pese) etant de 0,05 a 0,5. 

2. Support particulaire selon la revendication 1, 

20 caracterise en ce que la quantite de monomere dose par unite 

2 

de surface est de 30 a 350 ug par cm et le rapport monombre 
dose/monomere pese est de 0,05 a 0,3. 

3. Support particulaire selon la revendication 1 ou 
2, caracterise en ce que la matiere de base est choisie 

25 parmi le chlorure de polyvinyle, le polystyrene, le poly- 
chlorotrif luoroethylene , les polyamides et le polyethylene 
et leurs copolymeres aptes a etre utilises, a 1'etat de 
particules, en chromatographie sur colonne. 

4. Support particulaire selon l'une des revendica tions 
30 1 a 3, caracterise en ce que le monomere porte au moins une 

fonction acide carboxylique , une fonction amide, une fonc- 
tion amine, une fonction aldehyde ou une fonction hydroxyJe. 

5. Support particulaire selon la revendication 4, 
caracterise en ce -qu^e le moromere est choisi parmi 1 'acids * 

35 acrylique, 1 ' aery lamide , 1 ' allylamine , l'acroleine, l'acr/- 
late d 1 ethylene-glycol et 1*2 methacrylate de dimethylaminc- 
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ethyle. 

6. Precede pour la preparation du support particulaire 
greffe selon l'une des revendica tions 1 a 5 r caracterise 

en ce qu'il consiste essentiellement a effectuer le greffa- 
ge radiochirnique, sur des particules d'une matiere polymere 
de base choisie, du monomere insature choisi , en solution 
dans un solvant non agressif vis-a-vis des reactifs ou en 
1 1 absence de solvant. 

7. Procede pour la preparation du support particulaire 
greffe selon l'une des revendica tions 1 a 5, caracterise en 
ce qu'il consiste essentiellement a effectuer le greffage 
radiochirnique, sur des particules d'une matiere polymere 

de bgse choisie dont la taille est situee dans la gamme 
d'environ 10 a environ 5 000 p, du monomere insature choisi, 
en solution a une concentration de 10 a 80 % en poids , dans 
I'eau, 1* acetone ou l'ethanol purs ou en melange, pendant 
une duree de 1 a 6,5 heures , a une temperature situee dans 
la gamme allant de la temperature ambiante a la temperature 
d'ebullition du solvant utilise, avec une dose d ■ irradiation 
comprise dans la gamme de 0,3 a 10 Mrad. 

8. Procede selon la revendication 6 ou 7, caracterise 
en ce que le greffage a lieu apres preirradiation par des 
rayonnements ionisants provenant d * accelera teurs d 1 elec- 
trons ou de sources de cobalt 60, en presence d'oxygene. 

9. Procede selon la revendication 6 ou 7, caracterise 
en ce que le greffage a lieu apres preirradiation par des 
rayonnements ionisants provenant d ■ accelerateurs d' elec- 
trons ou de sources de cobalt 60 , en 1' absence d'oxygene. 

10. Adsorbant pour chromatographie d'af finite, carac- 
terise en ce qu'il resulte de la fixation covalente du 
ligand specif ique de la substance a adsorber, sur le support 
particulaire selon l'une des revendica tions 1 a 5. 

11. Procede pour la preparation de 1' adsorbant selon 
la revendication 10, caracterise en ce qu'il consiste a f: 
fixer par covalence le ligand specifique de la substance 

a adsorber, sur le support apres activation de celui-ci. 
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precedee de preference d'une hydratation. 

12. Utilisation de l*adsorbant selon la revendication 
10, en particulier dans le domaine de la biologie , et no- 
tamment pour extraire ou eliminer une substance biologique 
5 du sang, "in vitro" ou par circulation extracorporelle "ex 
vivo" . 
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